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（論文審査の要旨）
学位申請論文「Acombination of 101トintensitypulsed ultrasound and nanohydroxyapatite 
concordantly enhances os teogenes is of adipose-derived stern el Is from buccal fat padJ 
について、上記の主査l名、宮j査2名が個別に審査を行った。
［目的】脂肪幹細胞による骨形成は再生医療分野で注目されている。また、 LowIntensity Pu I sed 
UI trasound (L!PUS）は骨折の治療に有効であること、ナノハイドロキシアパタイト（NHA）は新生
骨の形成に有利に働くことが考えられている。したがって、本研究では、頬脂肪体を脂肪幹細胞
の供給源とし、脂肪幹細胞の骨形成細胞への分化に対する LIPUSとNHAの効果について invitro 
とinvivoで解析を行った。
［方法］脂肪幹細胞は下顎枝矢状分割術の余剰組織として摘出された頬脂肪体から分離した。細
胞をN臥添加／非添加群、 LIPUS照射／非照射群、あるいは両法を合わせた状態で7、14、21日間
培養した。各時期の細胞形態を観察するとともに、骨分化マーカーや骨形成関連遺伝子群の発現
を定量的に解析した。また、 4週齢ヌードマウス頭蓋骨に直径5阻の骨欠損を作製し、 scaffold
としてアテロコラーゲンを使用し、細胞の有無、 NHAの有無、 LIPUSの有無における骨形成につい
て組織学的、免疫組織学的に解析を行った。
［結果Jin vitroにおいて、 LIPUSの照射は脂肪幹細胞の骨芽細胞様細胞への分化を促進し、 NHA
に添加はその効果を増加させた。また、 invivoにおいて、ヒト頬脂肪体由来脂肪幹細胞による骨
の新生が認められた。
【考察］以上の結果から、 LIPUSとNHAは相乗的に頬脂肪体由来脂肪幹細胞の骨芽細胞様細胞への
分化を促進することが示された。本結果は、脂肪幹細胞の移植による骨再生のための新規治療法
の可能性を示唆する。
本論文の審査にあたり副査から多くの質問があり，その一部と回答を以下に示す．
美島委員の質問とそれらに対する回答：
1. Day21にDNA量が減少している理由について述べよ。
(6 well plateで培養をしたので、 21日自にはコンフルエンスを越えた状態になって細胞が
死んでしまったためDNA量が減少したと考えられる。）
2.NHAとLIPUS単独処理では骨形成誘導能がコントロール群と比較してほとんど変わらないにも
関わらず、両者の併用により顕著に骨形成誘導するメカニズムはなにか。
(NHAとLIPUS単独処理でも、リアルタイムPCR、生化学的定量において有意差をもってコン
トロール群と差はでているが、両者の併用することにより相乗効果をもって顕著に骨形成誘導能
を示す結果が出たために単独処理の結果がマスクされてしまったと考えられる。また、 NHAがス
キャフォルドとして細胞をより定着させ、それをもってLIPUSの刺激を加えることができるので
両者の併用は骨形成により効果的な影響を与えたのだと考えられる。）
3. LIPUSの作用機序はinvitroとinvivoでは異なるのか．
(LIPUSは一種の機械的刺激とされており、そのシグナル入力経路はインテグリンを介してい
る。細胞内情報伝達経路は複数あり、 PI3K、FAK、PKAなどが関与していることが、 LIPUS刺
激を受容は細胞の種類により異なると考えられる。また、骨折治癒のアナボリック効果の機
序の一旦にCOX2由来やPGE2やIGF-I , Iの関与も指摘されているのでinvivoにおいては
これらの関与もあると考えられる。）
山本委員の質問とそれらに対する回答：
1. NHAは細胞に取り込まれるのか。また、骨芽細胞の分化を促進するメカニズムは何か。
（本研究においては、 NHAをスキャフォルドとして使用したため、実際に細胞への取り込みを
確認していないが、 40J.l mの粒径の材料であるため、取り込みもあったのではないかと考えら
れる。骨芽細胞の分化の促進については数々の報告があるが、詳しいメカニズムについては
まだ明らかになっていない。）
2.採取源の個体差が石灰化度に与える影響をどう考えているのか。
（今回採取した脂肪幹細胞においては、細胞数や分化度に性差、年齢差等の優位差は認められ
なかったが、培養後の石灰化度に個体差は認められた。口腔内は無数の細菌が存在し、頬脂
肪体を採取する時点での環境の差が、その後分離した脂肪幹細胞の石灰化度等に影響を及ぼ
すのではないかと考えられる。）
3. in vivoで宿主側の骨芽細胞は新生骨の形成に関与しているのか。
（免疫染色においてADSCを移植した群のHuman由来のオステオカルシンにて染色を行い、ポ
ジティブなデータが認められたが、一部染色されない部分も認められた。よって乙の実験で
形成された新生骨は、ヒト白来脂肪幹細胞によるものと、宿主側の骨芽細胞によるものの混
在であると思われる。）
両委員共通の質問とそれに対する回答
1.骨髄由来のMSCと脂肪由来幹細胞の違いはなにか。
（大きな違いは、幹細胞が含まれる量的相違が挙げられる。脂肪由来では、骨髄由来の細胞の
JO～1000倍の細胞が得られるといわれている。また、多分化能も骨髄由来と比べてより優れて
川る。さらに、骨髄由来は高齢者になると減少するという短所もある。）
これらの試問に対する回答は，適切かつ明解であった．また，中村委員は主査の立場から，
両副査の質問に対する回答の妥当性を確認した．
以上の審査結果から，本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判定した．
